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in an AGTR1-dependent manner, 12 and VSMC MR is necessary in vivo for Ang II-induced hypertension, vasoconstriction, and vascular oxidative stress. 13 Aldosterone and Ang II exert synergistic effects on cell proliferation through epidermal growth factor receptor and extracellular signal-regulated kinase activation, 14 migration through c-Src-regulated redox-sensitive RhoA pathways, 15 and senescence through Ki-ras2A and oxidative stress. 16 Knockdown of Agtr1a in VSMCs prevents aldosterone activation of extracellular signal-regulated kinase 1/2, c-jun N-terminal kinases, and nuclear factor-κB. 17 However, the relevance of these in vitro observations has not been investigated in vivo. 18, 19 In this study, we hypothesized that the vascular remodeling and functional effects of MR activation would be blunted in Agtr1a null mice.
Methods
Materials and Methods are described in detail in the online-only Data Supplement.
Experimental Design
C57BL/6 Agtr1a null mice (Agtr1a −/− ) 7 and wild-type (WT) littermate of 14±3 weeks were infused or not with aldosterone (600 µg/kg per day) for 14 days using ALZET osmotic minipumps while receiving 1% NaCl in drinking water. As previously described, 20 a group of mice were anesthetized with isoflurane, surgically instrumented with PA-C10 telemetry transmitters and allowed to recover for 7 to 10 days, and blood pressure (BP) was determined by telemetry for 2 consecutive days before and during the 14-day treatment period. In another group of mice, during the last 2 days of the study, 24-hour urine was collected using metabolic cages to determine urinary creatinine and proteins. At the end of the protocol, mice were anesthetized with isoflurane. Blood was collected by cardiac puncture for creatinine, urea, and potassium determination. Second-order branches of mesenteric arteries were dissected and studied by pressurized myography. 21 Portions of aorta were kept for nicotinamide adenine dinucleotide phosphate activity assay using lucigenin chemiluminescence, 22 embedded in Clear Frozen Section Compound (VWR International, Radnor, PA) for determination of reactive oxygen species (ROS) generation with dihydroethidium, expression of fibronectin and monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), and evaluation of tissue monocyte/macrophages by immunofluorescence, or fixed with 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin for Sirius red staining for collagen content. 23 An additional group of Agtr1a −/− and WT mice were infused with norepinephrine (4.17 µg/kg per minute) using ALZET osmotic minipumps for 14 days as previously described. 24 Another group of aldosterone-infused WT mice was treated with the AGTR1 receptor antagonist losartan (10 mg/kg per day) in drinking water from 1 week before aldosterone infusion to the end of the study. Another group of aldosterone-treated Agtr1a −/− mice was treated with the MR antagonist eplerenone (100 mg/kg per day) mixed with food. In other Agtr1a −/− and WT mice, diuretic and natriuretic responses to a saline challenge were determined at baseline and during aldosterone treatment as previously described. 25 A separate group of WT and Agtr1a −/− mice were used to examine the effects of aldosterone on the expression of Agtr1b, Nr3c2 (MR) and MR target genes regulating VSMC tone and renal Na + reabsorption by reverse transcription quantitative polymerase chain reaction in mesenteric arteries and renal cortex and medulla. The mesenteric artery arcade was dissected under RNase-free conditions, rinsed in ice-cold phosphate-buffered saline, and stored in RNAlater. Kidneys were collected in ice-cold phosphate-buffered saline, dissected to separate renal cortex and medulla, frozen in liquid nitrogen, and stored at −80°C until RNA was extracted.
Results

Physiological Parameters
Systolic BP (SBP) tended to be lower in Agtr1a −/− compared with WT mice (Figure 1 ). Aldosterone infusion with 1% NaCl in the drinking water raised SBP in WT mice from 117±2 to 140±8 mm Hg, whereas in Agtr1a −/− mice, SBP rose from 110±3 to 154±5 mm Hg. In contrast, norepinephrine infusion raised SBP by 25 mm Hg at day 14 in WT versus 23 mm Hg in Agtr1a −/− mice ( Figure S1 in the online-only Data Supplement).
Aldosterone did not change body weight or tibia length of WT or Agtr1a −/− mice (Table) . Aldosterone caused cardiac hypertrophy in Agtr1a −/− but not in WT mice. Renal function in Agtr1a −/− was similar to that of WT mice. Aldosterone caused a similar decrease in plasma potassium in WT and Agtr1a −/− mice. Aldosterone increased urinary protein/creatinine ratio 1.6-fold more in Agtr1a −/− than in WT mice.
AGTR1a Is required for Aldosterone-Induced Endothelial Dysfunction
Aldosterone impaired acetylcholine-induced endotheliumdependent relaxation in mesenteric arteries in WT but not in Agtr1a −/− mice ( Figure 2A and 2B). Norepinephrine did not affect endothelium-dependent relaxation in WT or Agtr1a −/− mice ( Figure 2B ). Endothelium-independent relaxation to sodium nitroprusside was similar in all groups ( Figure S2B ).
AGTR1a Is Required for Aldosterone-Induced Remodeling of Conduit and Resistance Arteries
Agtr1a
−/− mice had a 35% greater aortic wall cross-sectional area (WCSA) at baseline than WT mice. However, WCSA was not different in mesenteric arteries (Table) . Aldosterone Table) . Norepinephrine treatment increased the wall/lumen ratio ≈2-fold in both WT and Agtr1a −/− mice ( Figure 2C and 2D; Table S1 ). Aorta from Agtr1a −/− mice exhibited ≥2-fold greater fibronectin and collagen content compared with WT mice at baseline ( Figure 3) . Aldosterone infusion caused a 3-fold increase in fibronectin and collagen content in WT but not in Agtr1a −/− mice.
AGTR1a Is Required for Aldosterone-Induced Vascular ROS Generation
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase activity was enhanced ≥2.5-fold in aorta of WT and Agtr1a −/− mice infused with aldosterone compared with untreated mice ( Figure 4A ). ROS generation was >3-fold higher in aorta of Agtr1a −/− compared with WT mice ( Figure 4B and 4C). Aldosterone increased ROS generation 3.5-fold in WT but not in Agtr1a −/− mice.
AGTR1a Is Required for Aldosterone-Induced Inflammation of Aorta
Agtr1a −/− mice presented 3-fold greater MCP-1 expression in aorta compared with WT mice ( Figure 5A and 5B). Aldosterone increased aortic MCP-1 expression >3-fold in WT but not in Agtr1a −/− mice. Aldosterone caused monocyte/ macrophage infiltration in the adventitia in WT but not in Agtr1a −/− mice. Aldosterone induced monocyte/macrophage infiltration in perivascular fat in both WT and Agtr1a −/− mice, ( Figure 5C -5E).
Pharmacological Blockade of AGTR1
Aldosterone-infused WT mice were treated with the AGTR1 antagonist losartan, which abrogated the aldosterone-induced BP increase (Figure 1 ), the remodeling of mesenteric arteries (wall/lumen ratio: 2.8±0.2%; n=7 versus 2.9±0.5%; n=6 in losartan-and aldosterone-cotreated and untreated WT mice, respectively) and the impairment of mesenteric artery relaxation responses to acetylcholine (data not shown).
Mechanism of Enhanced BP Response to Aldosterone in Agtr1a −/− Mice
The enhanced BP elevation in response to aldosterone was reproducibly observed in additional aldosterone-treated Agtr1a −/− mice (rising to 148±8 mm Hg). The exaggerated aldosterone BP response in Agtr1a −/− mice was MR dependent because it was prevented by eplerenone ( Figure 1 ). The heart weight/tibia length of Agtr1a −/− mice treated with eplerenone and aldosterone (8.3±1.8 mg/mm) was similar to that of control Agtr1a −/− mice (Table) . To explore the role of the kidney in the enhanced BP response to aldosterone in Agtr1a −/− mice, diuretic and natriuretic responses to a saline challenge were examined. Untreated Agtr1a −/− mice presented a >2-fold increase in excretion of sodium and water compared with untreated WT mice, but body weight was similar in the 2 groups ( Figure  S3A -S3C). At day 2 of aldosterone infusion, WT mice presented greater sodium and water excretion compared with baseline because of 1% NaCl contained in the drinking water ( Figure S3D and S3E versus Figure S3A and S3AB). This adaptation to an increased sodium load was not observed in Agtr1a −/− mice, suggesting retention of the excess sodium. There was no difference in excretion of sodium and water or body weight during the following days of aldosterone treatment in WT and Agtr1a −/− mice ( Figure S3D-S3F ). The mRNA expression of MR (Nr3c2) in the renal medulla was 40% lower in Agtr1a −/− compared with that in WT mice and was unaffected by aldosterone in either group ( Figure S4A ). The mRNA expression of key regulators of Na + reabsorption that are aldosterone/MR targets [26] [27] [28] Body weight, TL and tissue weight, kidney function assessed by measuring plasma creatinine and potassium, urea nitrogen and urinary protein/creatinine ratio, and aorta and MA WCSA were determined in WT and Agtr1a −/− mice untreated or infused with Aldo for 14 d while receiving 1% NaCl in the drinking water. Values are mean±SEM; n=5-7 for body and tissue weight and TL, 4-5 for creatinine, urea nitrogen and potassium, 4-6 for urinary protein/creatinine, and 4-6 for aortic WCSA, 6-9 for MA WCSA. Aldo indicates aldosterone; MA, mesenteric artery; TL, tibia length; WCSA, wall cross-sectional area; WT, wild-type. *P<0.05 vs untreated Agtr1a
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Tsc22d3]; and a regulator of ENaC and NCC, the serum-and glucocorticoid-induced kinase-1 [Sgk1]) was assessed in the renal medulla in WT and Agtr1a −/− mice before and after 2 and 14 days of aldosterone infusion. The mRNA levels of Slc12a3, Scnn1a, Tsc22d3, and Sgk1 were unaffected by Agtr1a knockout compared with WT mice ( Figure S5 ). Two days of aldosterone treatment caused a ≥2-fold increase in expression of Slc12a3, Scnn1a, Tsc22d3, and Sgk1. After 14 days of aldosterone treatment, the expression of Slc12a3 and Tsc22d3 returned to untreated levels, whereas expression of Scnn1a and Sgk1 remained increased although at a lower level compared with day 2. In Agtr1a −/− mice, expression levels of Slc12a3 and Tsc22d3 were unchanged at day 2 but decreased by 67% and 92%, respectively, on day 14 of the aldosterone infusion. Aldosterone-induced expression of Scnn1a was lower at day 2 in Agtr1a −/− mice compared with aldosteronetreated WT mice and blunted on day 14. Sgk1 changes resembled those in WT.
In mesenteric arteries, Nr3c2 expression was unaffected by Agtr1a knockout and decreased by 19% in the aldosterone-treated Agtr1a −/− mice ( Figure S4B ). mRNA expression of Agtr1b in mesenteric arteries was decreased in Agtr1a −/− compared with WT mice and was unaffected by aldosterone ( Figure S6 ). The voltage-dependent L-type calcium channel-α 1c subunit (Ca v 1.2, Cacna1c), the large-conductance calcium-activated potassium channel subfamily M, α-member 1 (BKCaα1, Kcnma1), and β-member 1 (BKCaβ1, Kcnmb1) contribute to VSMC tone and are regulated by MR. 29 Mesenteric artery mRNA expression of Cacna1c, Kcnma1, and Kcnmb1 was unaffected by aldosterone ( Figure S7 ). However, expression of Kcnmb1 was 24% lower in Agtr1a −/− compared with WT mice, decrease that could enhance myogenic tone and contribute to exaggerate the BP response to aldosterone/salt in Agtr1a
Discussion
In this study, we demonstrate in vivo that cross talk between aldosterone-stimulated MR and angiotensin receptor pathways plays a role in vascular effects of aldosterone. AGTR1a is required for MR-induced endothelial dysfunction and vascular remodeling, oxidative stress, and inflammation. In addition, we observed an exaggerated elevation of BP in response to aldosterone infusion in Agtr1a −/− compared with WT mice. Agtr1a −/− infused with aldosterone did not respond with increased sodium excretion to a sodium load. Together with a decreased expression of the large-conductance calcium-activated potassium channel Kcnmb1 in VSMCs that would be expected to enhance myogenic tone in association with greater sodium retention, these changes may account for the exaggerated BP response to aldosterone/ salt in Agtr1a −/− . Close links between MR and Ang receptor pathways have been shown in VSMCs. In vitro, Ang II can activate MR in VSMCs in an AGTR1-dependent manner. 12 VSMC MR is necessary in vivo for Ang II-induced hypertension, vasoconstriction, and vascular oxidative stress. 13 Aldosterone and Ang II exert a synergistic effect on VSMC proliferation, senescence, and migration. 1 In vitro, Agtr1a knockdown in VSMCs impaired aldosterone-induced activation of extracellular signal-regulated kinase 1/2, c-jun N-terminal kinases, and nuclear factor-κB. 17 We now demonstrate that these in vitro observations occur in vivo, confirming and extending the role of AGTR1a in vascular responses to MR stimulation by aldosterone.
The mechanisms involved in aldosterone-induced vascular remodeling 30 may be BP dependent 31, 32 or independent. 33 Because SBP during aldosterone infusion increased more in Agtr1a −/− mice than in WT mice, the absence of vascular remodeling in Agtr1a −/− mice infused with aldosterone must be BP independent. A greater baseline aortic fibrosis, WCSA, and oxidative stress in Agtr1a −/− could have blunted aldosterone-induced remodeling. However, baseline WCSA of small mesenteric arteries was not greater and also remained unaltered by aldosterone. Aldosterone-induced vascular remodeling involves changes in extracellular matrix in the arterial wall. 34 In vitro, Min et al 14 showed that aldosterone and Ang II exerted synergistic effects on VSMC proliferation. In VSMCs in which Agtr1a was knocked down, activation of signaling pathways involved in mitogenic effects of aldosterone was blunted. 17 Oxidative stress also participates in the remodeling response to aldosterone. 35 Although oxidative stress was greater in Agtr1a −/− mice under basal conditions, lack of ROS generation changes in response to aldosterone could contribute to blunt remodeling in Agtr1a −/− mice.
Endothelial dysfunction in response to aldosterone involves MR (Nr3c2) expression, oxidative stress, 22, 36, 37 inflammation, 22 as well as participation of glucose-6-phosphate dehydrogenase, 38, 39 and epidermal growth factor receptor. 38 The absence of endothelial dysfunction in response to aldosterone in Agtr1a −/− mice could be related to preservation of nitric oxide bioavailability as a consequence of a lower inflammatory response and the absence of increased superoxide generation in the vascular wall of Agtr1a −/− mice infused with aldosterone.
Blockade of AGTR1 with losartan in WT mice did not reproduce the exaggerated response to aldosterone observed in Agtr1a null mice. Differences between the effect of losartan and gene deletion of Agtr1a could be because of in utero compensatory developmental changes or adaptation to the life-long absence of AGTR1a. Because losartan blocks both AGTR1a and AGTR1b, the difference may be related to the presence of by guest on October 20, 2017 http://hyper.ahajournals.org/ Downloaded from juxtaglomerular apparatus 19 and polyuria and urinary concentration defects 42, 43 associated with a reduction in plasma and extracellular volume 44 that results in hypotension. Agtr1a −/− mice presented increased sodium and water excretion under normal salt diet but did not increase sodium excretion in response to the acute increase in sodium intake accompanying aldosterone infusion. This response was not related to MR expression because mRNA expression Nr3c2 was 40% lower in the renal medulla of Agtr1a null mice.
Aldosterone via MR augments extracellular volume and BP primarily by increasing sodium reabsorption in the distal nephron, [26] [27] [28] mediated by activation of NCC and ENaC, which are key Na + transporters. Aldosterone increases the renal mRNA expression of NCC in rats 45 and activates EnaC, in part, by stimulating transcription of ENaCα (Scnn1a) and 2 ENaC activators, serum-and glucocorticoid-induced kinase-1 (Sgk1) and glucocorticoid-induced leucine zipper protein-1 (Tsc22d3). 46 Glucocorticoid-induced kinase-1 is also a regulator of NCC. Because MR and AGTR1a are coexpressed in the kidney, including the distal tubule, 26 the impairment in aldosterone regulation of NCC, EnaCα, and glucocorticoid-induced leucine zipper protein found in Agtr1a −/− mice could be a consequence of the Agtr1a deficiency and suggest the existence of cross talk between MR and AGTR1a in the renal medulla. Whether amiloride might block these effects if ENaC activity is increased despite the relative impairment of aldosterone-induced expression of ENaCα in Agtr1a-deficient mice remains to be demonstrated. Shibata et al 47 reported phosphorylation at S843 in the MR ligand-binding domain that prevents ligand binding and activation, which, in the kidney, is only found in intercalated cells of the distal nephron. In Agtr1a-deficient mice, dephosphorylation of MR S843-P may result in aldosterone-dependent increases of the intercalated cell apical proton pump and Cl − / HCO 3 − exchangers, increasing Cl − reabsorption and promoting increased plasma volume. 47 This mechanism of MR activation could contribute to enhanced sodium retention when challenged with excess sodium during aldosterone infusion in Agtr1a −/− mice but remains to be demonstrated. An additional possibility to be considered is that cortisol, or in rodents corticosterone, binds to MR and may mimic aldosterone effects, considering that concentrations in blood of the latter are vastly superior to those of aldosterone. The activity of 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2, which converts cortisol and corticosterone to their MR-inactive 11-keto congeners cortisone and 11-dehydrocorticosterone, plays a role in regulating this effect. 48 The activity of 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 depends on the concentration of reduced nicotinamide adenine dinucleotide generated from nicotinamide adenine dinucleotide, the cosubstrate for the cortisol-to-cortisone conversion, which is modulated by the redox state of the cell. In pathophysiological conditions, with enhanced oxidative stress, more nicotinamide adenine dinucleotide could result in agonistic effects of cortisol/corticosterone on MR. 48 Whether the pharmacological dose of aldosterone used in these studies to stimulate MR added to the absence of AGTR1a in Agtr1a-deficient mice could affect the actions of these steroids on MR and contribute to our findings remains unclear.
Aldosterone may increase BP by modulating vascular tone through its action on VSMCs by altering the expression of the calcium ion channel Ca v 1.2 or the calciumactivated potassium channel BKCa. 29 Smooth muscle cell-specific MR knockout in mice decreased the mRNA expression of Ca v 1.2 in the aorta but not of BKCaα1 and BKCaβ1. 13 The expression of BKCaα1 and BKCaβ1 subunits has been shown to be decreased in the heart and coronary arteries of mice with cardiomyocyte-specific aldosterone synthase overexpression and in aldosteronetreated VSMCs. 49 Because Agtr1a −/− mice exhibited a decrease in the expression of BKCaβ1 (Kcnmb1), which could be expected to enhance myogenic tone, 50 particularly in salt-loaded aldosterone-infused mice presenting a defect in sodium excretion to a sodium load, the combined alteration could contribute to the exaggerated BP elevation found in aldosterone-infused Agtr1a −/− mice. We determined whether the AGTR1a-dependent and BP-independent aldosterone-induced vascular damage is selective to aldosterone by testing an alternative hypertensive agent. Norepinephrine did not produce different effects on BP, vascular remodeling, or endothelial function in WT and Agtr1a −/− mice, consistent with the previous findings of Rajagopalan et al, 51 which could be because of the inability of norepinephrine to stimulate vascular oxidative stress. [51] [52] [53] [54] A strength of this study is the evaluation in vivo of the interaction between aldosterone and AGTR1a in the vascular wall, which reinforces the concept of using MR blockers in addition to RAS blockers in hypertension to prevent vascular remodeling of large and small arteries. It underscores potential mechanisms whereby MR blockade, a weak antihypertensive, when added to renin-angiotensin blockade may exert powerful BP-lowering actions in some clinical conditions, such as resistant hypertension.
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Limitations
The main limitation of this study is the use of mice with full Agtr1a knockout in which all tissues are affected. Even if the renal phenotype is moderate in this model, 8 it could influence the vascular phenotype. As well, aortic fibronectin and collagen and oxidative stress were increased at baseline in Agtr1a null mice, which could limit the remodeling that aldosterone can induce. From a translation viewpoint, comparison of the Agtr1a-deficient mouse with the effects of the angiotensin receptor blocker losartan to understand human responses to MR activation or blockade is complicated by the fact that humans have only 1 angiotensin type 1 receptor in contrast to rodents. Despite these caveats, this study has allowed testing the hypothesis that the absence of AGTR1a prevents MR-induced vascular injury although BP effects are enhanced.
Perspectives
This is the first in vivo study to demonstrate that AGTR1a is critical for aldosterone-induced vascular remodeling and endothelial dysfunction. It extends previous in vitro data, suggesting that MR and angiotensin receptor pathway cross talk to induce physiological and pathophysiological effects. These results, with the caveats mentioned in the limitations of our study, provide potential mechanisms that could explain findings of clinical trials in which addition of an MR blocker significantly potentiates the therapeutic benefits of RAS blockade, particularly in resistant hypertension and in heart failure.
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• In vivo, aldosterone infusion in the presence of salt intake failed to induce vascular remodeling and endothelial dysfunction in Agtr1a-deficient mice despite systolic blood pressure rising more than in wild-type, indicating that a functional AGTR1a is necessary for aldosterone to exert these pathophysiological actions. This occurred despite greater blood pressure elevation, probably a consequence of renal failure to excrete excess sodium in response to a sodium load under aldosterone treatment combined with a deficiency in the calcium-sensitive potassium channel BKCaβ1 (Kcnmb1), which could be expected to enhance vascular myogenic tone.
What Is Relevant?
• The results of this in vivo study and of preceding in vitro studies suggest that aldosterone via mineralocorticoid receptor and angiotensin II via AGTR1a cross talk in vascular smooth muscle cells, leading to enhanced effects.
• These results could explain, in part, the beneficial result of the use of mineralocorticoid receptor blockers on top of renin-angiotensin system inhibition in cardiovascular conditions.
Summary
We investigated in vivo the implication of angiotensin type 1a receptors on the vascular response to aldosterone. Agtr1a −/− and wild-type mice were infused with aldosterone for 14 days while receiving 1% NaCl in drinking water. Aldosterone-induced endothelial dysfunction and vascular remodeling and inflammation were reduced in Agtr1a −/− mice, whereas blood pressure rise was enhanced, demonstrating, for the first time, in vivo a critical role of AGTR1a in the effects of aldosterone. 
ONLINE SUPPLEMENT ALDOSTERONE-INDUCED VASCULAR REMODELING AND ENDOTHELIAL DYSFUNCTION REQUIRE FUNCTIONAL ANGIOTENSIN TYPE 1a RECEPTORS
Supplemental Methods
Experimental design
The study was approved by the Animal Care Committee of the Lady Davis Institute and McGill University, and followed recommendations of the Canadian Council of Animal Care. C57BL/6 male Agtr null mice (Agtr1a -/-) 1 and wild-type (WT) littermate mice of 14 ± 3 weeks of age were infused with aldosterone (600 µg/Kg/d) for 14 days using ALZET osmotic minipumps (Model 2002, Durect Corporation, Cupertino, CA) while receiving 1% NaCl in their drinking water. Control mice had surgery with a dummy pump. In a subgroup of mice, blood pressure (BP) was determined by telemetry as previously described. 2 In brief, mice were anesthetized with 3% isoflurane mixed with O 2 at 1 L/min (depth of anesthesia confirmed by rear foot squeezing), surgically instrumented with PA-C10 telemetry transmitters as recommended by the manufacturer (Data Sciences International, St. Paul, MN) and allowed to recover for 7-10 days. BP was determined every 5 min for 10 sec for 2 consecutive days. Thereafter, mice were treated or not with aldosterone as above, and BP determined throughout this period.
In another subgroup of mice, during the two last days of the study, 24-hour urine was collected using metabolic cages to determine urinary creatinine and proteins.
In order to test the effects of an alternative hypertensive agent to determine the specificity of the interaction of aldosterone with the angiotensin signaling pathway, an additional group of Agtr1a -/-and WT mice were infused with norepinephrine (4.17 µg/Kg/min) using ALZET osmotic minipumps for 14 days as previously described. 3 An additional group of aldosterone-infused WT mice was treated with the AGTR1 receptor antagonist losartan (10 mg/kg/day, a generous gift of Merck Canada, Kirkland, QC, Canada) in the drinking water from 1 week before the initiation of aldosterone infusion to the end of the study.
In order to block the MR in Agtr1a
-/-mice, another group of aldosterone-treated Agtr1a -/-mice was co-treated with eplerenone (100 mg/kg/day, a generous gift of Pfizer Canada, Kirkland, QC, Canada) mixed with the food.
In a separate set of Agtr1a -/-and WT mice, the diuretic and natriuretic responses to a saline challenge was determined at baseline and during aldosterone treatment.
A separate group of WT and Agtr1a -/-mice were used to examine the effect of aldosterone treatment on the expression of Agtr1b, Nr3c2 (MR) and MR target genes regulating VSMC tonus and renal Na + reabsorption by reverse transcription -quantitative PCR in mesenteric arteries and renal cortex and medulla.
Collection of tissues
At the end of the protocol, mice were weighed and then anesthetized with isoflurane as above, and blood collected by cardiac puncture on heparin for creatinine, urea nitrogen and potassium determination. Blood samples were centrifuged at 1,000 g for 15 min at 4°C to remove blood cells, followed by centrifugation at 10,000 g for 10 min at 4°C to remove platelets. The mesenteric artery (MA) vascular bed was dissected, and aorta, heart, lung, liver, kidneys and tibia were harvested in ice-cold phosphate buffered saline (PBS). Tissues were weighed and tibia length determined. Second-order MA were used for assessment of endothelial function and vessel mechanics. Portions of aorta were kept in reactive oxygen species (ROS) assay buffer (RAB) (pH 7.4 containing [mmol/L]: 50 KH 2 PO 4 , 1 EGTA, 150 sucrose) for NADPH activity assays, embedded in VWR Clear Frozen Section Compound (VWR international, Edmonton, AL, Canada) for determination of ROS generation, expression of fibronectin and monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) or tissue infiltration of monocytes/macrophages or fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 48 h at 4°C and embedded in paraffin for quantification of collagen content. In a separate set of mice, the total MA arcade was dissected away from the attached intestine under RNase-free conditions, rinsed in ice cold PBS and stored immediately in RNAlater (Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada) and kidneys were collected in ice cold PBS. The MA were then dissected from surrounding tissues, perivascular fat and veins under the microscope and stored in tubes containing RNAlater until RNA extraction. Kidneys were meticulously dissected in ice cold PBS under a dissecting microscope to separate the renal cortex and medulla. Tissues were frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until use for RNA extraction.
Urine collection in metabolic cages
Twenty-four hour urine was collected as follows. In order to reduce the stress, mice were trained first in metabolic cages (Tecniplast S.p.A., Buguggiate, VA, Italy). This was done by placing the animals in the metabolic cages for two consecutive days, one week before the actual experiment to have them acclimatize to the environment and experimental procedure. On the last two treatment days, mice were housed in the metabolic cages and 24-hour urine collection was initiated early in the morning (between 8 and 9 o'clock). Urine was collected at the end of the first 24-hour period. Food powder and feces attached to the urine collector system were removed by rinsing extensively with water. The urine collector system was dried with paper towel and fixed to the metabolic cage for the second 24-hour urine collection. At the end of the experiment, 24-hour urine was collected, cleared by centrifugation at 10,000 g for 10 min, and stored at -80°C until used. Mice were anesthetized with isoflurane, and blood and tissues collected as above. Water and foods were supplied at libitum during the whole procedure.
In an additional set of animals, diuretic and natriuretic responses to a saline challenge was determined as previously described, 4 at baseline and at days 2, 6 and 12 of aldosterone infusion. Mice were trained two consecutive days before the actual experiment. The experiments were initiated early in the morning (around 9 o'clock). Animals were weighed and anesthetized with isoflurane and then injected intraperitoneally with a volume of saline (pre-warmed to 37C) equal to 10% of their body weight. Mice were awake immediately following this procedure. Urine contained within the bladder was eliminated by mild supra-pubic compression of the bladder area and the mice were placed in metabolic cages for the subsequent 4 hours. At the end of the experiment, the 4-hour urine was collected and the volume determined, the urine samples were cleared as above and stored at -80°C until used.
Plasma and urine determinations
Plasma urea nitrogen, creatinine and potassium and urinary sodium and protein were measured using a J&J Vitros 250 chemistry analyzer by Diagnostic Research Support Services at the Comparative Medicine and Animal Resource Centre of McGill University.
Vascular function studies
Second-order branches of mesenteric arteries (internal diameter between 150 and 250 µm) were dissected and mounted on a pressurized myograph, and endothelial function and vascular remodeling were determined as previously described. 5 Briefly, the vessels were equilibrated for 60 min at 45 mmHg intraluminal pressure in Krebs solution (pH 7.4) containing (mmol/l): 120 NaCl, 25 NaHCO 3 , 4.7 KCl, 1.18 KH 2 PO 4 , 1.18 MgSO 4 , 2.5 CaCl 2 , 0.026 EDTA and 5.5 glucose, bubbled continuously with 95% air and 5% CO 2 . Media and lumen diameter were measured by a computer-based video imaging system (Living Systems Instrumentation, Burlington, Virginia, USA). Contractile responses to cumulative concentrations of norepinephrine (NE 10 -8 to 10 -4 mol/L) were determined. Endothelium-dependent andindependent relaxations were assessed by measuring the dilatory response to acetylcholine (10 -9 to 10 -4 mol/L) and sodium nitroprusside (10 -8 to 10 -3 mol/L), respectively, in norepinephrineprecontracted vessels (5 x 10 -5 mol/L). Thereafter, vessels were perfused with Ca 2+ -free Krebs solution containing 10 mmol/l EGTA for 30 min to eliminate vascular tone. Media and lumen diameter were measured at 3, 10, 20, 30, 40, 45, 60, 80, 100, 120 and 140 mmHg intraluminal pressures. Wall cross-sectional area (WCSA) and media/lumen ratio were calculated as previously described.
6
NADPH oxidase activity and generation of ROS NADPH oxidase activity was determined by lucigenin chemiluminescence 7 as previously described. Briefly, aorta sections were incubated for 30 min in RAB and homogenized in ROS lysis buffer containing (mmol/L): 20 KH2PO4 and 1 EGTA. A lucigenin-based chemiluminescence assay was used to determine NADPH oxidase activity with 100 µl of homogenate in an Orion II microplate luminometer (Berthold detection systems Gmbh, Pforzheim, Germany). Background was determined over 10 sec, 100 µl of lucigenin (12.5 µmol/L in RAB) were injected and light measured for 1 sec every ~6 sec for 3 min. Then 50 µL of NADPH (0.5 mmol/L in RAB) were injected and light was measured for an additional 3 minutes as for lucigenin. NADPH oxidase activity was calculated by subtracting the results of luminescence before from after NADPH addition. Activity was corrected for protein concentration and expressed as relative light units per mg protein.
ROS production was assessed on 5 μm cryosections of aorta as previously described 8 with a small modification. Aortic sections were incubated with the ROS-sensitive fluorescent dye dihydroethidium (DHE, 2 μmol/L) in dark conditions for 1 min at 37°C. Fluorescence was visualized and captured with a fluorescence microscope with a CY3 filter. DHE fluorescence intensity per total surface area was quantified with ImageJ software (http://rsb.info.nih.gov/ij/).
Collagen content
Sections (5 μm) of paraffin-embedded tissues were stained with Sirius red to determine aortic collagen type I and III content as previously described. 9 Paraffin sections were deparaffinized with two 5 min xylene baths, rehydrated in successive 3 min baths of ethanol (100%, 100%, 95%, 95% and 70%) followed by 5 min incubation in water at room temperature. Sections were stained with 0.1% Sirius red solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) prepared in saturated picric acid for 60 min at room temperature. Excess stain was removed by rinsing in 100 mM acetic acid for 3 min. Sections were then de-hydrated in successive 3 min baths of ethanol (95%, 100%, 100% and 100%) and immersed in two baths of xylene for 3 min at room temperature. Sections were then mounted using Eukitt Mounting Medium (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA). Images were acquired by light microscopy using a Leica DM2000 microscope, and analyzed by color RGB thresholding using Northern Eclipse software (EMPIX Imaging, Missisauga, ON, Canada). Aortic wall collagen fraction was defined as the ratio of the media stained area to the total media area and expressed as a percentage.
Immunofluorescence staining
Expression of fibronectin and MCP-1 and infiltration of monocytes/macrophages (MOMA-2) were determined by immunofluorescence microscopy on 5-μm-thick cryostat aortic sections. Aortic sections were fixed for 10 min in a mixture of acetone:methanol (1:1) at -20˚C and washed with ice-cold phosphate-buffered saline. For fibronectin and MCP-1, sections were incubated in tris-buffered saline (TBS) containing 0.3 % Tween-20 for 30 min at room temperature, washed 3 times with TBS containing 0.1 % Tween-20 (TBST), then blocked for 1 hour at room temperature with TBST containing 10% normal goat serum for fibronectin or 10% normal donkey serum for MCP-1. For MOMA-2, sections were blocked for 1 hour at room temperature with TBS containing 1% bovine serum albumin, 0.4% Triton X-100 and 20% fetal bovine serum. Sections were incubated with a rabbit anti-fibronectin 
Reverse transcription -Quantitative PCR
The mRNA expression levels of NCC (thiazide-sensitive Na + Cl -cotransporter, Slc12a3), ENaC (Epithelial Na + channel subunit alpha, Scnn1a), Gilz1 (glucocorticoid-induced leucine zipper protein 1, Tsc22d3), SGK1 (serum/glucocorticoid regulated kinase 1, Sgk1), BKα (calcium-activated potassium channel alpha subunit, Kcnma1), BKβ1 (calcium-activated potassium channel beta subunit, Kcnmb1), Ca v 1.2 (voltage-dependent L type calcium channel alpha 1C subunit, Cacna1c), AGTR1b (Agtr1b), MR ( Nr3c2) and RPS16 (ribosomal protein S16, Rps16) were assessed in the renal medulla or MA by reverse transcription (RT) -quantitative PCR (qPCR).
Total RNA from renal medulla was extracted from frozen tissues using Trizol Reagent (Life Technologies) with a Polytron PT 1600 E homogenizer (Brinkmann Instruments, Mississauga, ON, Canada) equipped with a dispersing aggregate PT-DA 1607/2EC at maximum speed for 1 min and then processed as recommended by the TRIzol manufacturer. At the end of the protocol, the RNA pellet was dissolved in 40 µl of RNAse free water.
Total RNA was extracted from MA stored in RNAlater as follows. Excess of RNAlater was removed from the freshly dissected tissue using a Kimwipe sheet and total RNA was extracted using using the mirVana miRNA isolation kit (Life Technologies) with a Polytron PT 1600 E homogenizer (Brinkmann Instruments) equipped with a dispersing aggregate PT-DA 6 1607/2EC at maximum speed for 1 min and processed for total RNA extraction as recommended by the manufacturer.
RNA concentration in the kidney and MA was measured using a Nanodrop spectrophotometer ND-100 V3.1.2 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). RNA quality was assessed by determining the rRNA and mRNA profile by electrophoresis with a RNAse free 1% agarose gel with 1X TAE electrophoresis buffer (2 M Tris-acetate and 50 mM EDTA) using 1 and 0.2 µg of RNA from kidney and MA, respectively. One µg of total RNA from kidney and 0.6 µg of total RNA from MA were reverse-transcribed with the Quantitect RT kit (Qiagen, Foster City, CA, USA).
qPCR was performed with 2 µl of diluted cDNA (Supplemental Table S2 ) and the SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) with the Mx3005P real-time PCR cycler (Life Technologies). qPCR oligonucleotides were designed to have a melting temperature (Tm) of 60°C and a 3' GC clamp using Primer3 10 (Supplemental Table S2 ). Oligonucleotides were validated to have a PCR efficiency between 95% and 105%, one amplicon with a Tm >80°C in the qPCR dissociation curve, and the right PCR product length using agarose gel electrophoresis. The qPCR conditions used were 2 min at 96°C, followed by 40 cycles of 5 sec at 96°C and 30 sec at 58°C. Results were normalized with Rps16 and expressed as fold change over control.
Data analysis
Results are presented as means ± SEM. Two-way ANOVA for repeated measurements evaluated differences among groups in concentration-response curves and BP. Comparisons between multiple groups were done by one-or two-way analysis of variance (ANOVA). ANOVA tests were followed by a Student-Newman-Keuls post-hoc test or a Dunnett's T3 posthoc test that does not assume equal variances, as required. P<0.05 was considered statistically significant. Body weight, tibia length (TL) and tissue weight, and mesenteric artery (MA) wall crosssectional area (WCSA) were determined in wild-type (WT) and Agtr1a -/-mice untreated or infused with norepinephrine (+ NE) for 14 days. Values are mean ± SEM, n = 5-10 for body and tissue weights and TL, and 6-7 for MA WCSA. Table S2 . Oligonucleotides and cDNA dilutions used for qPCR. 
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Remodelado vascular El remodelado vascular y la disfunción endotelial inducidos por aldosterona requieren receptores funcionales tipo 1a de la angiotensina
Marie Briet,* Tlili Barhoumi,* Muhammad Oneeb Rehman Mian,* Suellen C. Coelho, Sofiane Ouerd, Yohann Rautureau, Thomas M. Coffman, Pierre Paradis, Ernesto L. Schiffrin M ás allá de sus efectos renales sobre la reabsorción de sodio, el exceso de aldosterona o las concentraciones inapropiadamente elevadas relativas al equilibrio de sodio pueden ejercer efectos nocivos en el sistema cardiovascular, que incluyen remodelado cardiovascular, fibrosis, disfunción endotelial, inflamación y estrés oxidativo.
1 La aldosterona actúa a través del receptor mineralocorticoide (RM) mediante vías genó-micas y no genómicas que involucran la transactivación del receptor del factor de crecimiento epidérmico y la activación de la quinasa regulada por señales extracelulares, la tirosina quinasa proto-oncogénica c-Src, quinasas c-jun N-terminal, y otras quinasas y vías.
2 El bloqueo del RM en ratas que recibieron infusión de angiotensina II (Ang II) mejoró el remodelado cardiovascular, lo que sugiere que parte de los efectos cardiovasculares de la Ang II depende del RM.
3 En pacientes con insuficiencia cardíaca, agregar antagonistas del RM además del bloqueo del sistema renina-angiotensina (SRA) mejora el pronóstico. 4, 5 Los efectos vasculares clásicos del SRA, que incluyen hipertensión, remodelado vascular, estrés oxidativo, inflamación y fibrosis, están mediados principalmente por el receptor tipo 1 de la angiotensina (AGTR1). 6 De los 2 subtipos presentes en ratones, AGTR1a y AGTR1b, el AGTR1a es el principal barorreceptor de la angiotensina. [7] [8] [9] Estudios in vitro sugieren que existe un cross talk (interacción) entre las vías estimuladas por el RM y las vías del receptor de la angiotensina en las células de músculo liso vascular (CMLV). La aldosterona aumenta la expresión de AGTR1 10 y potencia la señalización inducida por Ang II.
11 Se ha demostrado que la Ang II activa el RM en CMLV in vitro de una manera dependiente de AGTR1, 12 y que el RM de CMLV es necesario in vivo para que existan hipertensión, vasoconstricción y estrés Resumen-Investigamos el papel de los receptores tipo 1a de la angiotensina (AGTR1a) en el daño vascular inducido por activación por aldosterona de receptores mineralocorticoides en ratones Agtr1a-/-y de tipo silvestre (wild-type, WT) que recibieron infusión de aldosterona durante 14 días mientras recibían NaCl al 1 % en el agua para beber. La aldosterona aumentó la presión arterial (PA) sistólica ≈30 mmHg en los ratones WT y ≈50 mmHg en los ratones Agtr1a-I-. La aldosterona indujo remodelado aórtico y de las arterias de pequeño calibre, alteró la relajación dependiente del endotelio en ratones WT y aumentó la deposición de fibronectina y colágeno y la inflamación vascular. Ninguno de estos efectos vasculares se observaron en los ratones Agtr1a-I-. Los efectos de la aldosterona se evitaron mediante el antagonista del AGTR1 losartán en ratones WT. A diferencia de la aldosterona, la norepinefrina provocó aumento de la PA y remodelado de las arterias mesentéricas similar en ratones WT y Agtr1a-I-. Los ratones Agtr1a-I-que recibieron infusión de aldosterona no tuvieron aumento de la excreción de sodio en respuesta a una provocación con cloruro de sodio, lo que sugiere que la retención de sodio podría contribuir al aumento exagerado de la PA inducida por aldosterona. Los ratones Agtr1a-I-tuvieron una reducción de la expresión de las arterias mesentéricas del canal de potasio activado por calcio Kcnmb1, que puede aumentar el tono miogénico y, junto con la retención de sodio, exacerbar las respuestas de la PA a la aldosterona/sal en ratones Agtr1a-I-. Concluimos que si bien la activación por aldosterona de los receptores mineralocorticoides aumenta la PA más en ratones Agtr1a-I-, se requiere el AGTR1a para que la estimulación de los receptores mineralocorticoides induzca remodelado vascular, inflamación y disfunción endotelial. Véase comentario editorial, págs. 839-840 Aldosterona y receptor tipo 1a de la angiotensina oxidativo vascular inducidos por Ang II. 13 La aldosterona y la Ang II ejercen efectos sinérgicos en la proliferación celular mediante el receptor del factor de crecimiento epidérmico y la activación de las quinasas reguladas por señales extracelulares, 14 migración mediante vías de RhoA sensibles a la oxidorreducción regulada por c-Src, 15 y senescencia mediante Ki-ras2A y estrés oxidativo. 16 La supresión génica con reducción significativa (knockdown) de Agtr1a en CMLV evita la activación por aldosterona de la quinasa 1/2 regulada por señales extracelulares, las quinasas c-jun N-terminal, y el factor nuclear κB.
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Sin embargo, la relevancia de estas observaciones in vitro no se ha investigado in vivo. 18, 19 En este estudio, planteamos la hipótesis de que el remodelado vascular y los efectos funcionales de la activación del RM estarían atenuados en ratones con supresión del gen Agtr1a.
Métodos
Los materiales y métodos se describen en detalle en el Suplemento de información on-line.
Diseño experimental
Ratones C57BL/6 con supresión del gen Agtr1a (Agtr1a -I-) 7 y a una camada de tipo silvestre (WT) de 14 ± 3 semanas de vida recibieron o no infusión de aldosterona (600 μg/kg por día) durante 14 días utilizando minibombas osmóticas ALZET mientras recibían NaCl al 1 % en el agua para beber. Como se describió anteriormente, 20 un grupo de ratones fue anestesiado con isoflurano, instrumentado quirúrgicamente con transmisores telemétricos PA-C10 y se dejó que se recuperaran durante 7 a 10 días; se determinó la presión arterial (PA) por telemetría durante 2 días consecutivos antes y durante el período de tratamiento de 14 días. En otro grupo de ratones, durante los últimos 2 días del estudio, se recolectó la orina de 24 horas utilizando jaulas metabólicas para determinar la creatinina y las proteínas en orina. Al final del protocolo, se anestesió a los ratones con isoflurano. Se recolectó sangre mediante punción cardíaca para determinar los niveles de creatinina, urea y potasio. Se disecaron ramas de segundo orden de arterias mesentéricas y se estudiaron mediante miografía presurizada. 21 Porciones de la aorta se conservaron para un ensayo de actividad de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato con uso de quimioluminiscencia con lucigenina, 22 embebidas en el compuesto transparente para criocortes (VWR International, Radnor, PA) para la determinación de especies reactivas de oxígeno (ERO) con dihydroethidium, expresión de fibronectina y proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1), y evaluación de monocitos/macrófagos en los tejidos mediante inmunofluorescencia, o fijados con paraformaldehído al 4 % y embebidos en parafina para tinción con rojo sirio para determinar el contenido de colágeno.
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Otro grupo de ratones Agtr1a -I-y WT recibieron infusión de norepinefrina (4,17 μg/kg por minuto) con uso de minibombas osmóticas ALZET durante 14 días como se describió anteriormente. 24 Otro grupo de ratones WT que recibió infusión de aldosterona fue tratado con el antagonista del receptor de AGTR1, losartán, (10 mg/kg por día) en el agua para beber desde 1 semana antes de la infusión de aldosterona hasta el final del estudio. Otro grupo de ratones Agtr1a -I-tratados con aldosterona fue tratado con el antagonista de RM, eplerenona, (100 mg/kg por día) mezclada con el alimento. En otros ratones Agtr1a -I-y WT, las respuestas diurética y natriurética a una provocación con solución salina fueron determinadas en el período inicial y durante el tratamiento con aldosterona según se describió previamente.
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Un grupo separado de ratones Agtr1a -I-y WT se utilizó para evaluar los efectos de la aldosterona en la expresión de Agtr1b, Nr3c2 (RM) y genes objetivo de RM que regulan el tono de las CMLV y la reabsorción renal de Na+ mediante reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripción inversa en arterias mesentéricas y la corteza y la médula renal. Se disecó la arcada de arterias mesentéricas en condiciones sin RNase, se enjuagó en tampón fosfato salino enfriado con hielo, y luego se almacenó en ARN. Los riñones se recolectaron en solución salina regulada por fosfatos enfriada con hielo, se disecaron para separar la corteza y la médula renal, se congelaron en nitrógeno líquido y se conservaron a -80 °C hasta que se extrajo el ARN.
Análisis de datos
Los resultados se presentan como media ± EEM. Se realizaron comparaciones entre múltiples grupos mediante ANOVA unilateral o bilateral o mediante ANOVA bilateral para mediciones repetidas según fuera apropiado, seguidas de pruebas retrospectivas de Student-Newman-Keuls o Dunnett. Un valor de P < 0,05 se consideró estadísticamente significativo. . Se evaluó la presión arterial sistólica (PAS) mediante telemetría en ratones WT y Agtr1a -I-no tratados ni infundidos con Aldo durante 14 días mientras recibían NaCl al 1 % en el agua para beber. También se determinó la PAS en ratones WT y Agtr1a -I-tratados con Aldo, tratados concomitantemente con losartán (Los) y eplerenona (Eple), respectivamente. Se presentan los datos de la PAS media durante 24 horas. Los valores se presentan como media ± SEM; n = 4 a 7. *P <0,05 en comparación con WT no tratados; †P <0,001 en comparación con Agtr1a -I-; ‡P <0,05 en comparación con WT+Aldo; y §P <0,01 en comparación con Agtr1a -I-+Aldo.
Resultados Parámetros fisiológicos
La PA sistólica (PAS) tendió a ser más baja en ratones Agtr1a -I-en comparación con ratones WT (Figura 1). La infusión de aldosterona con NaCl al 1 % en el agua para beber elevó la PAS en ratones WT de 117±2 a 140±8 mmHg, mientras que en ratones Agtr1a-I-, la PAS aumentó de 110±3 a 154±5 mmHg. Por el contrario, la infusión de norepinefrina aumentó la PAS 25 mmHg al día 14 en ratones WT en comparación con 23 mmHg en ratones Agtr1a -I-(Figura S1 en el Suplemento de información on-line).
La aldosterona no produjo cambios en el peso corporal ni en la longitud de la tibia de los ratones WT o Agtr1 -I-( Tabla). La aldosterona provocó hipertrofia cardíaca en ratones Agtr1a-Ipero no en WT. La función renal en Agtr1a -I-fue similar a la de los ratones WT. La aldosterona provocó una reducción similar en el nivel plasmático de potasio en ratones WT y Agtr1 -I-. La aldosterona aumentó la relación proteínas/creatinina en orina 1,6 veces más en ratones Agtr1 -I-que en los WT.
Se requiere AGTR1a para que se produzca disfunción endotelial inducida por aldosterona
La aldosterona alteró la relajación dependiente del endotelio inducida por acetilcolina en las arterias mesentéricas en ratones WT pero no en ratones Agtr1a -I- (Figuras 2A y 2B ). La norepinefrina no afectó la relación dependiente del endotelio en ratones WT ni en Agtr1a -I-(Figura 2B). La relajación independiente del endotelio en respuesta al nitroprusiato de sodio fue similar en todos los grupos (Figura S2B).
Se requiere AGTR1a para que se produzca remodelado inducido por aldosterona de las arterias de distribución y de resistencia Los ratones Agtr1a -I-tenían un área transversal de la pared (ATP) aórtica un 35% mayor en el período inicial que los ratones WT. Sin embargo el ATP no era diferente en las arterias mesentéricas (Tabla). La aldosterona aumentó el ATP aórtica un 38% en ratones WT pero no en Agtr1a -I-. La aldosterona indujo un aumento de ≈ dos veces en la relación pared/lumen de las arterias mesentéricas en ratones WT pero no en Agtr1a -I-(Figuras 2C y 2D; Tabla). El tratamiento con norepinefrina aumentó ≈2 veces la relación pared/lumen tanto en ratones WT como en Agtr1a -I-(Figuras 2C y 2D; Tabla S1). La aorta de ratones Agtr1a -I-mostró contenido de fibronectina y colágeno ≥2 veces mayor en comparación con ratones WT en el período inicial (Figura 3). La infusión de aldosterona triplicó el contenido de fibronectina y colágeno en ratones WT pero no en Agtr1a -I-.
Se requiere AGTR1a para la generación de ERO vascular inducida por aldosterona
La actividad de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidasa aumentó ≥2,5 veces en la aorta de ratones WT y Agtr1a -I-que recibieron infusión de aldosterona en comparación con ratones no tratados (Figura 4A). La generación de ERO fue >3 veces superior en la aorta de Agtr1a -I-en comparación con ratones WT (Figuras 4B y 4C). La aldosterona aumentó la generación de ERO 3,5 veces en ratones WT pero no en Agtr1a -I-.
Se requiere AGTR1a para la inflamación de la aorta inducida por aldosterona
Los ratones Agtr1a -I-presentaron una expresión de MCP-1 en la aorta 3 veces mayor que la de los ratones WT (Figuras 5A y 5B). La aldosterona aumentó la expresión de MCP-1 en la aorta >3 veces en ratones WT pero no en Agtr1a -I-. La aldosterona causó infiltración de monocitos/macrófagos en la adventicia en ratones WT pero no en Agtr1a -I-. La aldosterona indujo infiltración de monocitos/macrófagos en la grasa perivascular tanto en ratones WT como en Agtr1a -I-, (Figuras 5C-5E).
Bloqueo farmacológico del AGTR1
Los ratones WT que recibieron infusión de aldosterona fueron tratados con el antagonista de AGTR1 losartán, que impidió el aumento de la PA inducida por aldosterona (Figura 1), el remodelado de las arterias mesentéricas (relación pared/ Tabla. Peso corporal y tisular, área transversal de la pared aórtica y de las arterias mesentéricas, y función renal
El peso corporal, el LT y el peso tisular, la función renal evaluada mediante la medición de creatinina y potasio en plasma, nitrógeno ureico y relación proteína/ creatinina en orina, y el ATP de la aorta y la AM se determinaron en ratones WT y Agtr1a-I-no tratados ni infundidos con Aldo durante 14 días mientras recibían NaCI al 1 % en el agua para beber. Los valores se expresan en media ± EEM; n = 5-7 para peso corporal y tisular y LT, 4-5 para creatinina, nitrógeno ureico y potasio, 4-6 para proteína/creatinina en orina y 4-6 para ATP aórtica, 6-9 para ATP de AM. Aldo indica aldosterona; AM, arteria mesentérica; LT, longitud de la tibia; ATP, área transversal de la pared; WT, tipo silvestre. Aldosterona y receptor tipo 1a de la angiotensina lumen: 2,8 ± 0,2 %; n = 7 en comparación con 2,9 ± 0,5 %; n = 6 en ratones WT tratados concomitantemente con losartán y aldosterona y no tratados, respectivamente) y la alteración de las respuestas de relajación de las arterias mesentéricas a la acetilcolina (datos no exhibidos).
Mecanismo de aumento de respuesta de la PA a la aldosterona en ratones Agtr1a-ILa mayor elevación de la PA en respuesta a la aldosterona se observó de manera reproducible en otros ratones Agtr1a -I-tratados con aldosterona (aumento a 148 ± 8 mmHg). La respuesta exagerada de la PA a la aldosterona en ratones Agtr1a -I-fue dependiente de RM porque fue evitada por eplerenona (Figura 1). El peso del corazón/longitud de la tibia de los ratones Agtr1a -I-tratados con eplerenona y aldosterona (8,3±1,8 mg/mm) fue similar al de los ratones Agtr1a -I-de control (Tabla). Para explorar el rol del riñón en el aumento de la respuesta de la PA a la aldosterona en ratones Agtr1a -I-, se estudiaron las respuestas diurética y natriurética a una provocación salina. Los ratones Agtr1a -I-no tratados presentaron un aumento de > 2 veces en la excreción de sodio y agua en comparación con los ratones WT no tratados, pero el peso corporal fue similar en los 2 grupos (Figuras S3A-S3C). Al día 2 de la infusión de aldosterona, los ratones WT presentaron mayor excreción de sodio y agua en comparación con el período inicial debido al NaCl al 1 % contenido en el agua para beber (Figuras S3D y S3E en comparación con las Figuras S3A y S3AB). Esta adaptación a un aumento de la carga de sodio no se observó en ratones Agtr1a -I-, lo que sugiere retención del exceso de sodio. No hubo diferencia en la excreción de sodio y agua ni en el peso corporal durante los siguientes días de tratamiento con aldosterona en ratones WT y Agtr1a -I-( Figuras S3D-S3F -I-en comparación con los ratones WT (Figura S5). Dos días de tratamiento con aldosterona provocaron un aumento de ≥2 veces en la expresión de Slc12a3, Scnn1a, Tsc22d3, y Sgk1. Después de 14 días de tratamiento con aldosterona, la expresión de Slc12a3 y Tsc22d3 volvió a los niveles sin tratamiento, mientras que la expresión de Scnn1a y Sgk1 se mantuvieron altos aunque a un nivel inferior en comparación con el día 2. En los ratones Agtr1a -I-, los niveles de expresión de Slc12a3 y Tsc22d3 se mantuvieron sin cambios al día 2, pero se redujeron en un 67 % y 92 %, respectivamente, el día 14 de la infusión de aldosterona. La expresión de Scnn1a inducida por aldosterona fue inferior el día 2 en ratones Agtr1a -I-en comparación con los ratones WT tratados con aldosterona y se atenuaron el día 14
. Los cambios en Sgk1 se asemejaron a los de los ratones WT.
En las arterias mesentéricas, la expresión de Nr3c2 no se vio afectada por el knockout de Agtr1a y se redujo en un 19 % en los ratones Agtr1a -I-tratados con aldosterona (Figura S4B). La expresión de ARNm de Agtr1b en las arterias mesentéricas se redujo en ratones Agtr1a -I-en comparación con ratones WT y no se vio afectada por la aldosterona (Figura S6). La subunidad 1c α del canal de calcio de tipo L dependiente de voltaje (Ca v 1.2, Cacna1c), la subfamilia M de los canales de potasio activados por calcio de alta conductancia, el α-miembro 1 (BKCaα1, Kcnma1), y el β-miembro 1 (BKCaβ1, Kcnmb1) contribuyen al tono de la CMLV y son regulados por el RM.
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La expresión del ARNm de Cacna1c, Kcnma1, y Kcnmb1 de la arteria mesentérica no se vio afectada por la aldosterona (Fi- Figura 2. La supresión del gen (knockout) Agtr1a previno la disfunción endotelial y el remodelado vascular inducidos por aldosterona (Aldo) en las arterias de pequeño calibre. Respuestas del vasodilatador a la acetilcolina (A y B) y relación pared/lumen en la función de la presión intraluminal (C y D se determinaron en las arterias mesentéricas de ratones de tipo silvestre (WT; A y C) y de Agtr1a -I-(B y D) no tratados, infundidos con Aldo mientras recibían NaCl al 1 % en el agua para beber o recibían infusión de norepinefrina (NE) durante 14 días. Los datos se presentan como media ± EEM; n = 5 a 8 (A y C) y 6 a 9 (B y D). *P <0,05 y **P <0,01 en comparación con WT no tratados; †P <0,01 en comparación con Agtr1a -I-no tratados; y ‡P < 0,05 y ‡ ‡P <0,01 en comparación con WT+Aldo. gura S7). Sin embargo, la expresión de Kcnmb1 fue un 24 % más baja en Agtr1a -I-en comparación con los ratones WT, una reducción que podría aumentar el tono miogénico y contribuir a exagerar la respuesta de la PA a la aldosterona/sal en ratones Agtr1a -I-.
Discusión
En este estudio, demostramos in vivo que el cross talk entre las vías del RM estimulado por aldosterona y el receptor de la angiotensina desempeña un papel en los efectos vasculares de la aldosterona. Se requiere AGTR1a para que se produzca disfunción endotelial y remodelado vascular inducido por el RM, estrés oxidativo e inflamación. Además, observamos una elevación exagerada de la PA en respuesta a la infusión de aldosterona en ratones Agtr1a -I-en comparación con ratones WT. Los ratones Agtr1a -I-que recibieron infusión de aldosterona no respondieron con aumento de la excreción de sodio a una carga de sodio. Junto con una reducción de la expresión del canal de potasio activado por calcio de alta conductancia Kcnmb1 en las CMLV que se esperaría aumentaría el tono miogénico en asociación con una mayor retención de sodio, estos cambios pueden ser responsables de la respuesta exagerada de la PA a la aldosterona/sal en ratones Agtr1a -I-.
Se han demostrado relaciones estrechas entre las vías del RM y del receptor de Ang en las CMLV. In vitro, la Ang II puede activar el RM en las CMLV de una manera dependiente de AGTR1.
12 El RM de las CMLV es necesario in vivo para que se produzca hipertensión inducida por Ang II, vasoconstricción, y estrés oxidativo vascular.
13 La aldosterona y la Ang II ejercen un efecto sinérgico en la proliferación, senescencia y migración de CMLV.
1 In vitro, el knockdown de Agtr1a en las CMLV alteró la activación inducida por aldosterona de la quinasa 1/2 regulada por señales extracelulares, las quinasas c-jun N-terminal, y el factor nuclear κB.
17 Ahora demostramos que Figura 3. Se requiere AGTR1a para la fibrosis inducida por aldosterona (Aldo) de los medios de la aorta torácica descendente. El contenido de fibronectina (A y B; rojo) y el contenido de colágeno (C y D; rojo) se determinaron mediante inmunofluorescencia y tinción con rojo sirio, respectivamente, en la pared de la aorta torácica descendente de los mismos grupos que en la Figura 1. Se muestran imágenes representativas de la inmunofluorescencia para fibronectina (A) e imágenes obtenidas mediante el método valor umbral de RGB de secciones de la aorta con tinción con rojo sirio (C). La fluorescencia verde en (A) representa autofluorescencia de elastina. Los datos se presentan como media ± EEM; n = 4 a 6 (A y B) y 5 a 6 (C y D). *P <0,05 y **P <0,05 en comparación con ratones de tipo silvestre (WT) no tratados. UFR indica unidad de fluorescencia relativa.
Figura 4. Participación del AGTR1a en el estrés oxidativo inducido por aldosterona (Aldo). Se determinaron la actividad de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidasa mediante quimioluminiscencia con lucigenina (A) y la generación de especies oxidativas reactivas mediante tinción con dihydroethidium (DHE) (B y C) en la aorta en los mismos grupos que en la Figura 1. B, imágenes representativas de secciones de la aorta con tinción con DHE. La fluorescencia roja y la fluorescencia verde representan la fluorescencia de DHE y la autofluorescencia de elastina, respectivamente. Los datos se representan como media ± EEM; n = 4 a 6 (A) y 5 a 6 (B). *P <0,05 en comparación con ratones de tipo silvestre (WT) no tratados. 
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estas observaciones in vitro ocurren in vivo, lo que confirma y amplía el papel del AGTR1a en las respuestas vasculares a la estimulación de RM por aldosterona.
Los mecanismos involucrados en el remodelado vascular inducido por aldosterona 30 pueden ser dependientes 31,32 o independientes 33 de la PA. Debido a que la PAS durante la infusión de aldosterona aumentó más en ratones Agtr1a -I-que en ratones WT, la ausencia de remodelado vascular en ratones
Agtr1a
-I-que recibieron infusión de aldosterona debe ser independiente de la PA. Una mayor fibrosis aórtica, ATP y estrés oxidativo en el período inicial en Agtr1a -I-podría haber atenuado el remodelado inducido por aldosterona. Sin embargo, el ATP de las arterias mesentéricas de pequeño calibre en el período inicial no fue mayor y también se mantuvo sin alteraciones por aldosterona. El remodelado vascular inducido por aldosterona involucra cambios en la matriz extracelular en la pared arterial. 34 In vitro, Min et al. 14 mostraron que la aldosterona y la Ang II ejercían efectos sinérgicos en la proliferación de CMLV. En CMLV en las que Agtr1a fue genéticamente modificado mediante la técnica de knockdown, la activación de las vías de señalización involucradas en los efectos mitogénicos de la aldosterona fue atenuada. 17 El estrés oxidativo también participa en la respuesta de remodelado a la aldosterona. 35 Si bien el estrés oxidativo fue mayor en ratones Agtr1a -Ien condiciones iniciales, la falta de cambios de generación de ERO en respuesta a la aldosterona podría contribuir a atenuar el remodelado en ratones Agtr1a
La disfunción endotelial en respuesta a la aldosterona involucra expresión del RM (Nr3c2), estrés oxidativo, 22, 36, 37 inflamación, 22 como también participación de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 38, 39 y receptor del factor de crecimiento epidérmico. 38 La ausencia de disfunción endotelial en respuesta a la aldosterona en ratones Agtr1a -I-podría relacionarse con la conservación de la biodisponiblidad de óxido nítrico como consecuencia de una menor respuesta inflamatoria y la ausencia de aumento de generación de superóxido en la pared vascular de los ratones Agtr1a -I-que recibieron infusión de aldosterona.
El bloqueo de AGTR1 con losartán en ratones WT no reprodujo la respuesta exagerada a la aldosterona observada en ratones con supresión de Agtr1a. Las diferencias entre el efecto de losartán y la supresión del gen Agtr1a podrían deberse a cambios de desarrollo compensatorios en el útero o a la adaptación a la ausencia de por vida del AGTR1a. Debido a que el losartán bloquea tanto el AGTR1a como el AGTR1b, la diferencia puede relacionarse con la presencia de AGTR1b no bloqueado en ratones Agtr1a -I-y AGTR1b bloqueado en ratones tratados con losartán. Sin embargo, la expresión de AGTR1b no registró cambios en los ratones Agtr1a -I-y, por consiguiente, AGTR1b no parece tener un papel en nuestros hallazgos. Debe recordarse de todas maneras desde un punto de vista traslacional que los seres humanos solo tienen 1 subtipo de receptor de la angiotensina tipo 1.
La elevación exagerada de la PA y la hipertrofia cardíaca causadas por aldosterona en Agtr1a -I-fueron imprevistas dado que los ratones Agtr1a -I-presentaban alteración de las respuestas presoras a Ang II. 7, 18 Reprodujimos el aumento de la respuesta de la PA en otros ratones Agtr1a -I-. Kagiyama et al.
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mostraron también que la aldosterona provocó mayor elevación de la PA e hipertrofia cardíaca en otra cepa de Agtr1a -I-en comparación con WT y fibrosis cardíaca solo en ratones Agtr1a -I-. El mecanismo de aumento excesivo de la PA en ratones Agtr1a -I-que recibieron infusión de aldosterona podría relacionarse con efectos compensatorios de las vías de señalización de RM en presencia de la supresión del gen Agtr1a o de un 
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Figura 5. Participación del AGTR1a en la inflamación vascular inducida por aldosterona (Aldo). La tinción de proteína 1 quimiotáctica de monocitos (MCP-1) (A y B) y la infiltración de monocitos/macrófagos (C y D) se midieron mediante inmunofluorescencia en la aorta de los mismos grupos que en la Figura 1. Se observan imágenes representativas de inmunofluorescencia de MCP-1 (A, en rojo) y de monocitos/macrófagos (MOMA)-2 (C, en rojo) de secciones de la aorta. La fluorescencia verde representa autofluorescencia de elastina. Los datos se presentan como media ± EEM; n = 4 a 7 (A) y 4 a 5 (B). *P <0,05 y **P <0,001 en comparación con ratones de tipo silvestre (WT) no tratados; †P <0,001 en comparación con ratones Agtr1a-'-; y ‡P <0,001 en comparación con WT+Aldo. GPVA indica grasa perivascular; UFR, unidad de fluorescencia relativa y Vasc, vascular.
defecto renal en la excreción de sodio y agua.
Debido a que el riñón desempeña un papel central en la regulación de la PA, 41 los ratones Agtr1a -I-podrían presentar alteración de las respuestas renales a la aldosterona. La aldosterona podría haber provocado daño renal en ratones Agtr1a -I-dado que la proteinuria tuvo tendencia a ser más alta en comparación con los ratones WT. Los ratones Agtr1a -I-tienen alteraciones renales porque muestran expansión mesangial leve e hipertrofia del aparato juxtaglomerular 19 y poliuria y alteraciones en la concentración urinaria 42, 43 asociadas con una reducción en el volumen plasmático y extracelular 44 que da por resultado hipotensión. Los ratones Agtr1a -I-presentaron aumento de la excreción de sodio y agua con una dieta normal en sal, pero no aumentaron la excreción de sodio en respuesta al aumento agudo en el consumo de sodio que acompaña la infusión de aldosterona. Esta respuesta no se relacionó con la expresión del RM porque la expresión del ARNm Nr3c2 fue un 40 % más baja en la médula renal de ratones con supresión del gen Agtr1a.
La aldosterona mediante el RM aumenta el volumen extracelular y la PA principalmente mediante el aumento de la reabsorción de sodio en la nefrona distal, 26-28 mediado por activación de NCC y ENaC, que son los transportadores claves de Na + . La aldosterona aumenta la expresión renal del ARNm de NCC en ratas 45 y activa la EnaC, en parte, mediante la estimulación de la transcripción de ENaCα (Scnn1a) y 2 activadores de ENaC, la quinasa 1 inducida por suero y glucocorticoides (Sgk1) y la proteína 1 de la cremallera de leucina inducida por glucocorticoides (Tsc22d3). 46 La quinasa 1 inducida por glucocorticoides es también un regulador de NCC. Debido a que el RM y el AGTR1a están coexpresados en el riñón, incluido el túbulo distal, 26 la alteración en la regulación de aldosterona de NCC, EnaCα, y la proteína de la cremallera de leucina inducida por glucocorticoides que se encuentran en los ratones Agtr1a -I-podría ser una consecuencia de la deficiencia de Agtr1a y sugerir la existencia de cross talk entre el RM y el AGTR1a en la médula renal. Aún debe demostrarse si la amilorida podría bloquear estos efectos si la actividad de ENaC aumenta a pesar de la alteración relativa de la expresión de ENaCα inducida por aldosterona en ratones deficientes en Agtr1a. Shibata et al. 47 informaron fosforilación en S843 en el dominio de unión al ligando del RM que evita la unión y activación del ligando, que, en el riñón, solo se encuentra en células intercaladas de la nefrona distal. En ratones deficientes en Agtr1a, la desfosforilación de RM S843-P puede dar por resultado aumentos dependientes de la aldosterona de la bomba de protones apical de células intercaladas e intercambiadores de Cl -/HCO 3 -, lo que aumenta la reabsorción de Cl -y promueve un aumento del volumen plasmático. 47 Este mecanismo de activación del RM podría contribuir al aumento de la retención de sodio cuando se provoca con exceso de sodio durante la infusión de aldosterona en ratones Agtr1a -I-, pero aún debe demostrarse. Otra posibilidad a considerar es que el cortisol, o en roedores la corticosterona, se liga al RM y puede simular los efectos de la aldosterona, considerando que las concentraciones en sangre de esta última son ampliamente superiores a las de la aldosterona. La actividad de 11-β hidroxiesteroide dehidrogenasa tipo 2, que convierte el cortisol y la corticosterona a sus congéneres 11-ceto inactivo de RM cortisona y 11-dehidrocorticosterona, desempeña una función en la regulación de este efecto. 48 La actividad de 11-β hidroxiesteroide dehidrogenasa tipo 2 depende de la concentración de nicotinamida adenina dinucleó-tido reducida generada a partir de la nicotinamida adenina dinucleótido, el cosustrato para la conversión de cortisol a cortisona, que está modulada por el estado de oxidorreducción de la célula. En condiciones fisiopatológicas, con aumento del estrés oxidativo, más nicotinamida adenina dinucleótido podría dar por resultado efectos agonistas del cortisol/la corticosterona en el RM. 48 Sigue siendo incierto si la dosis farmacológica de aldosterona utilizada en esos estudios para estimular el RM sumada a la ausencia de AGTR1a en ratones deficientes en Agtr1a podría afectar las acciones de estos esteroides en el RM y contribuir a nuestros hallazgos.
La aldosterona puede aumentar la PA mediante el remodelado del tono vascular a través de su acción sobre las CMLV al alterar la expresión del canal iónico de calcio Ca v 1.2 o el canal de potasio activado por calcio BKCa. 29 La supresión génica del RM específico de células de músculo liso en ratones redujo la expresión de ARNm de Ca v 1.2 en la aorta pero no del BKCaα1 y del BKCaβ1. 13 Se ha demostrado que la expresión de subunidades de BKCaα1 and BKCaβ1 disminuye en el corazón y las arterias coronarias de los ratones con sobreexpresión de la aldosterona sintasa específica de los cardiomiocitos y en CMLV tratadas con aldosterona. 49 Debido a que los ratones Agtr1a -I-mostraron una reducción en la expresión de BKCaβl (Kcnmb1), que, según podría preverse, mejoraría el tono miogénico, 50 en particular en ratones con carga de sal que recibieron infusión de aldosterona que presentan una alteración en la excreción de sodio a una carga de sodio, la alteración combinada podría contribuir a la elevación exagerada de la PA encontrada en ratones Agtr1a -I-que recibieron infusión de aldosterona.
Determinamos si el daño vascular inducido por aldosterona dependiente de AGTR1a-e independiente de la PA es selectivo a la aldosterona mediante la prueba de un agente hipertensivo alternativo. La norepinefrina no produjo efectos diferentes en la PA, el remodelado vascular ni la función endotelial en ratones WT y Agtr1a -I-, lo cual coincide con hallazgos previos de Rajagopalan et al., 51 lo que podría deberse a la incapacidad de la norepinefrina de estimular el estrés oxidativo vascular.
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Una fortaleza de este estudio es la evaluación in vivo de la interacción entre la aldosterona y el AGTR1a en la pared vascular, lo que refuerza el concepto de utilizar bloqueantes del RM además de bloqueantes del SRA en la hipertensión para evitar el remodelado vascular de arterias de gran calibre y pequeño calibre. Esto pone de relieve posibles mecanismos mediante los cuales el bloqueo del RM, un antihipertensivo débil, cuando se agrega al bloqueo de sistema renina-angiotensina puede ejercer poderosas acciones hipotensoras en algunas patologías clínicas, como la hipertensión resistente.
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Limitaciones
La principal limitación de este estudio es el uso de ratones con supresión completa del gen Agtr1a en los que todos los tejidos están afectados. Incluso si el fenotipo renal es moderado en este modelo, 8 podría influir en el fenotipo vascular. Además, la fibronectina y el colágeno de la aorta y el estrés oxidativo aumentaron en el período inicial en ratones con supresión del gen Agtr1a, lo que podría limitar el remodelado que puede inducir la aldosterona. Desde un punto de vista traslacional, la comparación del ratón deficiente en Agtr1a con los efectos del bloqueante del receptor de la angiotensina, losartán, para comprender las respuestas en seres humanos a la activación o el bloqueo del RM es complicada por el hecho de que los seres humanos tienen solo un receptor tipo 1 de la angiotensina a diferencia de los roedores. A pesar de estas advertencias, este estudio ha permitido probar la hipótesis de que la ausencia de AGTR1a evita el daño vascular inducido por el RM aunque los efectos de la PA se potencian.
Perspectivas
Este es el primer estudio in vivo para demostrar que el AGTR1a es crítico para la disfunción endotelial y el remodelado vascular inducido por aldosterona. Amplía datos in vitro anteriores, lo que sugiere que el cross talk entre las vías del RM y el receptor de la angiotensina induce efectos fisiológicos y fisiopatológicos. Estos resultados, con las advertencias mencionadas en las limitaciones de nuestro estudio, proporcionan posibles mecanismos que podrían explicar hallazgos de ensayos clínicos en los que la incorporación de un bloqueante del RM potencia significativamente los beneficios terapéuticos del bloqueo del SRA, en particular en hipertensión resistente y en insuficiencia cardíaca.
